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Campo dell'invenzione 

La presente invenzione si riferisce ad un processo che consente di 
aumentare la motilita degli spermatozoi per inibizione dell'enzima 
fosfatidilinositol-3 kinasi (PI3K) e agli spermatozoi ottenuti con detto 
processo. 
Stato dell'arte 

L'infertilite di coppia, definita GomeiineapaGit^dellaKeoppja^adcottenere- 
un concepimento dopo almeno un anno di rapporti sessuali regolari 
non protetti, e un problema multifattoriale, in cui il fattore maschile 
gioca un ruolo fondamentale in circa il 40-50% dei casi. La ridotta 
fertilita maschile e in genere legata ad alterazioni dei parametri 
seminali quali morfologia, motilita e numero degli spermatozoi. 
Le diverse tecniche di fecondazione assistita si propongono come ,§£*i a 
trattamento della sterility di coppia permettendo in molti casi di 
superare sia il problema del fattore maschile che quello femminile. t/'Vff' 
Queste metodiche, la cui scelta dipende dal tipo di diagnosi effettuate, 
prevedono il prelievo dei gameti maschili e femminili che poi vengono^^^ 
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trasferiti direttamente nelle tube (GIFT=Trasferimento Intratubarico dei 
Gameti) oppure vengono messi in contatto in vitro e quindi I'embrione 
che si forma viene trasferito nell'utero (FIVET=Fertilizzazione In Vitro 
e Trasferimento degli Embrioni). Nei casi piu gravi di infertility 
maschile, in cui il numero di spermatozoi o la motilita di questi e molto 
bassa, si pud ricorre a tecniche di fecondazione microassistita, di cui 
la piu usata e che presenta una maggior percentuale di successo 6 
I'iniezione intracitoplasmatica dello spermatozoo (ICSI). Nel caso di 
fattore maschile, discrimiiianti per la scelta della metodica di 
fecondazione assistita sono alcuni parametri del liquidd seminale ed 
in particolare il numero e la motilita degli spermatozoi. 
Per I'applicazione delle tecniche suddette e evidente rimportahza di 
poter intervenire sulla motilita degli spermatozoi in modo da poter 
disporre di un numero maggiore di spermatozoi attivi ed 
eventualmente eliminare il ricorso alia ICSI che e una tecnica invasiva 
e supera le naturali barriere che gli spermatozoi devono superare per 
fecondare I'oocita e che costituiscono un naturale meccanismo di 
selezione degli spermatozoi. 

Vari metodi sbno stati studiati per aumentare la motilita degli 
spermatozoi (ad esempio: trattamento con pentossifillina, platelet- 
activating factor e progesterone), ma i risultati ottenuti sono variabili e 
la responsivita degli spermatozoi non e prevedibile e dipende dai 
singoli pazienti. 
Descrizione delle figure 

Fig. 1 Effetti dell'incubazione del liquido seminale con LY294002 10 
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nM sulla motilita degli spermatozoi. A: effetti sulla componente 
progressiva rapida (a) nei singoli pazienti. B: effetti sulla motilita 
progressiva rapida (a) e rapida + lenta (a+b) degli spermatozoi; valori 
medi + SEM. Sono indicate le significativita rispetto ai valori di 
controllo (CONTROL). 

Fig; 2 Effetti dell'incubazione del liquido seminale con LY294002 100 
MM sulla motilita progressiva degli spermatozoi ricavati nella fase di 
recupero del swim up.. . 

Fig. 3 Effetti dell'LY294002 10 ^iM e 100 fiM sulla motilita progressiva 
degli spermatozoi ricavati mediante swim up nei singoli pazienti. 
Fig. 4 Effetti dell'incubazione di spermatozoi ricavati mediante swim 
up con LY294002 10 jaM e 100 \ibA sulla motilita progressiva; valori 
medi + SEM; Sono indicate le significative e le percentuali di 
incremento rispetto au valori di controllo (C). Inserto: effetti 
dell'incubazione per 2 ore degli spermatozoi selezionati mediante^ 
swim up con LY294002 100 nM sulla vitalita. 

Fig.5 Effetti dell'incubazione di spermatozoi ricavati mediante swim up 
con LY294002 10 sulla motilita progressiva. A: effetti sulla 
componente progressiva rapida (motilita a) nei singoli pazienti. B: 
effetti sulla motilita progressiva (a e a+b) degli spermatozoi; valori 
medi + SEM. Sono indicate le significativita rispetto ai valori di 
controllo (CONTROL). 

Fig.6 Effetti di concentrazioni crescenti di LY294002 (nM) sulla motilita 
progressiva degli spermatozoi selezionati mediante swim up. Valori 
medi + SEM. Sono indicate le significativita rispetto ai valori di 
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controllo (0). 

Descrizione dettagliata dell'invenzione 

La presente invenzione consente di aumentare significativamente la 
percentuale di spermatozoi con motilita progressiva in soggetti maschi 
infertili con ridotto numero e/o motility degli spermatozoi grazie ad un 
processo che prevede il trattamento degli spermatozoi con un inibitore 
deU'enzima fosfatidilinositol-3 kinasi (PI3K). 

L'enzima PI3K, gia descritto in altri tipi cellulari somatici 
(Vanhaesebroeck et a!., 1997) e un enzima eterodimerico presente in 
varie isoforme e composto da una subunita catalitica di 110 kDa che 
si associa ad una subunita regolatrice di 85 kDa ed e presente ed 
attivo negli spermatozoi umani. 

II processo secondo I'invenzione pud essere applicato agli 
spermatozoi direttamente nel liquido seminale o durante la 
separazione mediante swim up, mediante separazione su gradienti di 
percoll o mediante altre tecniche di arricchimento degli spermatozoi 
usate in metodiche di riproduzione assistita in soggetti maschi 
normozoospermici e oligozoospermici. 

L'inibitore viene aggiunto al liquido seminale contenuto in una provetta 
oppure al medium contenente gli spermatozoi separati mediante 
swim up, gradienti di percoll o altre tecniche. La motility 6 quindi 
valutata negli spermatozoi del liquido seminale, o della frazione 
separata mediante swim up od altre tecniche dal liquido seminale, a 
cui 6 stato aggiunto l'inibitore. In alternativa, la motility 6 valutata negli 
spermatozoi separati mediante swim up od altre tecniche a cui § stato 




5 



2065PTIT NOTARBARJOLO & GERVASI SpA 



aggiunto I'inibitore. 

Ad esempio, il swim up viene eseguito mediante stratificazione in 
provetta dU ml di medium contenente albumina su un 1 ml di liquido. 
seminale sottostante. Dopo un'ora di incubazione a 37°C all'aria o al 
5% di C0 2 , viene raccolta la fase superiore di medium in cui sono 



migrati gli spermatozoi con caratteristiche di motilita migliori. Tali 
spermatozoi vengono utilizzati per le tecniche di riproduzione 
assistita. 

Gli spermatozoi comunque yenuti in contatto con LY294002 nel 
liquido seminale o nel swim up vengono poi lavati da questa sostanza 
nei vari passaggi tecnici che costituiscono i diversi protocolli di 
preparazione del gamete maschile nelle varie tecniche di 
fecondazione assistita. La sostanza non verrebbe quindi mai 
direttamente in contatto con la paziente a cui vengono trasferiti in 
utero gli eventuali ovuli fecondati (ICSI e FIVET) o nelle cui tube 
vengono inseriti i gameti maschili (GIFT). 

Fra gli inibitori dell'enzima, gia noti in letteratura, utili per I'invenzione 
si possono ricordare, ad esempio, la Wortmannin e il 2-(4-morfolin)-8- 
fenil-4H-1-benzopiran-4-one (indicato normalmente con la sigla 
LY294002). 

II processo secondo la presente invenzione e applicabile non solo agli 
spermatozoi umani ma anche a quelli di altri mammiferi quando sia 
necessario aumentarne la mobilita purche, ovviamente, detti 
spermatozoi contengano I'enzima PI3K. 

Le quantita utilizzate sono quelle descritte come attive in altri tipi 
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cellulari e sono normalmente comprese fra 0.01 jiM e 100 |aM. 

I tempi di trattamento sono normalmente compresi fra 2 e 6 ore a 37 

°Ce5%diC0 2 . 

Nel processo secondo I'invenzione si e rivelato particdlarmente 

efficace 

TLY2940002. 

L'invenzione viene ora meglio illustrata alia luce dall'esempio qui di 

seguito riportato. 

Esempio 

L'inibitore e stato aggiunto in concentrazione 10 jxM al swim up 
ottenuto dal liquido seminale di un paziente ed incubato per 2 ore a 
37°C e 5% di CO2. E' stata quindi valutata al microscopio la motility 
degli spermatozoi cosi trattati. 

Altre misure sono state eseguite utilizzando, al posto del preparato 
swim up tal quale, il liquido seminale cui era stato aggiunto l'inibitore 
secondo le modalita descritte nell'esempio sopra riportato o lo swim 
up derivato dal liquido seminale cosi trattato. 

I risultati sono riassunti nelle figure allegate e sono qui di seguito 
commentati. 

La somministrazione di inibitori deU'enzima PI3K determina un 
significativo incremento della motility progressiva rapida + lenta (a+b) 
degli spermatozoi ed in particolare della motilita progressiva rapida 
(a). 

L'aggiunta dell'inibitore della PI3K direttamente al liquido seminale 
sottoposto quindi a swim-up, determina un incremento della motility 
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progressiva (a+b) sia ^^li spermatozoi nel liquido semflfle (Fig. 
1A,B) sia di quelli recuperati nella fase superiore (Fig. 2), utilizzabili 
poi per le tecniche di IVF. 

L'aggiunta dell'inibitore della PI3K agli spermatozoi separati mediante 
swim up determina un incremento della motilita progressiva (a+b) ed 



in particolare della componente rapida (a), (Fig. 3,4,5). 
L'incremento della motilita risulta dipendente dalla dose di inibitore 
utilizzato ed e descritto da una curva dose-risposta ad andamento 
sigmbidale (Fig. 6) con una dose efficace 50 (EC 50 ) di 1.0+0.5 uM. 
Tale incremento risulta anche dipendente dalla durata del tempo di 
incubazione del campione con rinibitore, in quanto e gia significativo a 
30 minuti di incubazione e raggiunge un massimo a circa 2 ore, 
mantenendosi nel tempo anche a 24 ore. 

La somministrazione di LY294002 al swim up determina un 
significativo aumento della motility iperattivata del campione, 
parametro valutato con il sistema computerizzato CASA ed indice 
dello stato di capacitazione degli spermatozoi, processo quest'ultimo 
fondamentale per la fertilizzazione. 

L'incubazione prolungata con LY294002 anche a dosi elevate (100 
jM) non altera la vitality delle cellule (valutata con test eosina e 
hypoosmotic swelling a 2 ore e 24 ore di incubazione), Fig. 4, inserto. 
Gli effetti di stimolazione della motilita progressiva sono tanto piu 
evident! quanto piu grave e la patologia spermatica dei pazienti 
(oligospermia, astenospermia, teratospermia), ma sono presenti 
anche in soggetti normospermici. 
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RIVENDICAZIONI 

1 . Processo per incrementare la motilita degli spermatozoi in cui si 
trattano gii spermatozoi con un inibitore dell'enzima 
fosfatidilinositol-3 kinasi (PI3K). 

2. Processo second© la rivendicazione 1 in cui il processo e realizzato 
sul liquido seminale contenente gli spermatozoi. 

3. Processo secondo al rivendicazione 1 in cui ii processo e realizzato 
su spermatozoi separati mediante swim up, su gradienti di percoll o 
mediante altre tecniche di separazione degli spermatozoi usate in 
tecniche di riproduzione assistita. 

4. Processo secondo la rivendicazione 1 in cui il processo e realizzato 
su spermatozoi umani e di altri mammiferi. 

5. Processo secondo la rivendicazione 1 in cui I'inibitore dell'enzima 
PI3K e la Wortmannin. 

6. Processo secondo la rivendicazione 1 in cui I'inibitore dell'enzima 
PI3K e il 2-(4-morfolin)-8-fenil-4H-1-benzopiran-4-one (LY294002). 

7. Processo secondo la rivendicazione 1 in cui I'injbitore viene 
aggiunto al liquido seminale contenutd in una provetta, oppure al 
medium contenente gli spermatozoi separati mediante swim up, 
gradienti di percoll o altre tecniche, in quantita compresa lo 0,01 - 
100 |aM e il liquido cosi trattato 6 incubato a 37°C per 2 - 6 ore 

8. Spermatozoi in cui I'attivita dell'enzima fosfatidilinositol-3 kinasi 6 
inibita. 

9. Spermatozoi secondo la rivendicazione 8 ottenuti secondo il 
processo secondo la rivendicazione 1 . 
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